
 2009   4عدد  14مجلة الزراعة العراقية   )عدد خاص(   مجلد

 58 

   لإنزيمالمنتجة  Bacillus stearothermophilusعزل وتشخيص بكتريا 
Thermolysin  عوامل التغذيةوتحديد  ةالعراقيمن الترب 

 خلود عبد الاله الخفاجي 
 الملخص

من اكثر السبورات مقاومة للظروف  Bacillus stearothermophilusتعد سبورات النوع البكتيري 
 المناطق الحارة والباردة. ترب في جميع انواع وهي تكثر  المتطرفةالبيئية 

والذي  Thermolysinينتج هذا النوع البكتيري انزيم البروتييز المتعادل والمقاوم لدرجات الحرارة المرتفعة 
 عزل إلىلهذا هدف البحث  .الإنتاج في سلباا  أو إيجابا  الإنتاجوسط  إلىبعض المواد  إضافةيفرز الى خارج الخلايا. تؤثر 

 إنزيم لإنتاجمن مختلف الترب العراقية وتحديد الظروف المثلى  B. stearothermophilus وتشخيص بكتريا
Thermolysin  الغذائي والصناعي. الإنتاجذي التطبيقات الواسعة في مجال 

من  B. stearothermophilus النوع البكتيري إلىعزلة بكتيرية محبة للحرارة تعود  33تم الحصول على 
 عراق.لذج تربة مختلفة لمحافظات او نم 25

 الإنتاجيةوتبين اختلاف العزلات من حيث  وكمياا  نوعياا  Thermolysin لإنزيمالعزلات  إنتاجت قابلية فحص
وحدة/  900 إلىوصلت  الإنزيمكمية من   لأعلىمنتجة  B. stearothermophilus SK422العزلة  إنووجد 
 ملليتر.

من التربتون  الأمثلوتم تحديد التركيز  .على التربتون وخلاصة الخميرة يحتوي اسأسمعقد  إنتاجياستعمل وسط 
 مهضوم فول الصويا أواستبدال التربتون بلببتون  وأمكنعلى التتابع.  %0.5و  0.65وخلاصة الخميرة ليكون 

 في خلطيهبصورة  أو ةة مفردبصور  الأملاحبعض  تركيز تأثير. وقد حدد الإنتاج فيذلك  أن يؤثربنتون دون  أو( )سويتون
عند استعمال ملحي كلوريد  %0.25هو  للإنتاج الأمثلالتركيز  إنحيث وجد  ،المعقدالاساس في الوسط  الإنزيم إنتاج

كبريتات   وا كلوريد الكالسيوم  واكبريتات المغنيسيوم   أملاحعند استعمال  %0.5 وكلوريد البوتاسيوم والتركيزاالصوديوم 
في  ايجابيةنتائج  أعطى %0.25وكلوريد البوتاسيوم  %0.5الخليط الملحي كبريتات الامونيوم  إنوجد الامونيوم كما 

 بصورة مفردة.  الأملاحتفوق استعمال  الإنزيم إنتاج
 الوسط الزرعي المعقد إلى)السداسية والخماسية والمتعددة والبولي يول(  بعض السكريات إضافة تأثيركما درس 

 سكر الكالكتوز.%0.5 اعقبه الإنتاج في ايجابي تأثيرسكر الكلوكوز  %0.25وقد كان لتركيز 

 المقدمة
وتعتتد هتتذن الانزتتتات متتن اهتتا الانزتتتات الصتتناعية حيتتث  .متتن الاحيتتاه اةهريتتة تنتتتج انزتتتات البروتيتتز العديتتد   

وفي مجتال  .ف الصتناعات الغذائيتةوفي مختلت .استخدمت في صناعة المنظفات الحيوية وفي تطرية الجلتود وازالتة الاصتواف منهتا
اعتمتاداا علتى خصائصتها الى انزتتات  تاموعتالطب وصناعة المستحضرات الصيدلانية. قستمت هتذن الانزتتات الى اربتع مج

زات استبارتية وكربوكستيلية )تعمتل في محتيط حامضتي( وانزتتات الميتتالوبروتيز يتوبروتي بروتيز سيرينية )تعمتل في محتيط قاعتدي(
 (.1محيط متعادل( ))تعمل في 
 Bacillusالمنتتتتتج متتتتن النتتتتوع البكتتتتتيري المحتتتتب لتتتتدرجات الحتتتترارة المرتفعتتتتة  thermolysinيعتتتتود انتتتتزيم  

stearothermophilus نتالى انزتات الميتالوبروتيز وهو انزيم مقاوم لدرجات الحرارة المرتفعة مقارنة مع مثيلاته م 

 وزارة العلوم والتكنولوجيا، بغداد، العراق.
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  Bacillusكمتتا وتنتتتج العديتتد متتن انتتواع جتتن   .(9) انزتتتات الميتتتالوبروتيز المنتجتتة متتن مصتتادر متوستتطة درجتتات الحتترارة
( وتعتد 1.6) ثبتات الحتراريلمتن ححيتة التركيتب وا thermolysinانزتات بروتييز متعادلة خارج خلوية والتي تشابه انتزيم 

 (. 20) العوامل المهمة والمرغوبة في مجال الصناعات الغذائيةيز من يخاصية الثبات الحراري لانزيم البروت
لتتتك  تتمو  (1)ثم تفتتترز بشتتتكلها النهتتتائي الى الوستتتط الزرعتتتي  اهابتتتتدالاغشتتتية الخلويتتتة  فيتصتتتنع انزتتتتات البروتيتتتز 

وستتط  الغتتذائي ال دة  فيو وجى  تحليتتل  البروتينتتات المتتتاعد  علتتفي الكائنتتات اةهريتتة حيتتث تستت مهمتتاا  ز دوراا ييتتات البروتزتتتان
انتتتاج الانزتتتات ختتارج  فيوتتتؤثر مكتتوحت الوستتط الزرعتتي . (16) ثتترامتتو والتكتتنينيتتة للصتتادر نتروجها كمرض استتتخداملغتت

 (9) حتتث أو كبتتت انتاجهتتا بوستتاطة الارتبتتاع المتخصتتص متتع الموقتتع  الحفتتزي للانتتتاجذلتتك متتن ختتلال  خلويتتة بصتتورة كبتتيرة
كمتا   ،Bacillus (2 ،3 ،6)ط البروتيتزات ختارج خلويتة المنتجتة متن بكتتريا جتن  حيث تعمل الاحماض الامينية على تثبي

وقتد استتعملت الاحمتاض  (4) وجد ان اضتافة البروتينتات والببتيتدات الى الوستط الزرعتي يحفتز انتتاج العديتد متن البروتيتزات
بينمتا وجتد  Bacillusتلفتة متن جتن  العضوية مصدراا وحيداا للكربون في انتاج كمية كبيرة متن البروتيتز القاعتدي لانتواع مخ

حتول  لذلك متن الصتعوبة البالغتة وضتع فكترة موحتدة (6) ان اضافة السكريات الى الوسط الزرعي تثبط انتاج الثرمولايسين
 .B لتذا هتدف البحتث الى عتزل وتشتخيص بكتتريا محبتة للحترارة تابعتة للنتوع معين لجميع الاحيتاه اةهريتة. تأثير مصدر مغذ  

stearothermophilus والبصرة وتحديد تأثير المتواد  شرفالأ ات بغداد والموصل والنجفظمن مختلف نماذج ترب محاف
 .thermolysinانتاج انزيم  فيالمغذية 

 المواد وطرائق البحث
 جمع النماذج

ضتعت في و و  2002البصترة في عتام محافظتات بغتداد والموصتل والنجتف و من جمعت نماذج تربة من مناطق مختلفة 
منظمتة الطاقتة الذريتة العراقيتة  -اجراه البحث لاحقا خلال السنة ذاتها في مختبرات التدائرة الزراعيتةياس ورقية نظيفة لحين اك

 .بغداد -سابقا
 عزل البكتريا المحبة للحرارة المنتجة لانزيم البروتيز

 مللتتر 0.25 اختذ .كتت متدة لتركتدمللتر ماه مقطر معقتا و مزجتت جيتدا ثم تر 10غرام تربة جافة وعلقت في  2تم وزن     
ملت  كلوريتد  %0.5وخلاصتة الخمتيرة  %0.5 ،تربتتون %1) وستط لتوريا الستائل مللتتر 25من معلق التربة واضيف الى 
  (.7ساعة )18م لمدة 55 مللتر وحضن بدرجة100الصوديوم( في دورق سعة 

حليتب مقشتتود  %1 الحتاوي علتتى متتن النمتاذج التتي حصتتل فيهتا نمتتو علتى وستط لتتوريا الصتلب مللتتر 0.1نشتر   
وقيستت اقطتار  .ستاعة18م لمتدة  55 حترارة حضنت الاطباق بدرجتة .كازاين  %1وعلى وسط لوريا الصلب الحاوي على 
وحسبت نسبة قطر الهالة الى قطر المستعمرة واعتمتدت هتذن النستبة في تحديتد العتزلات  .الهالات المتكونة حول المستعمرات

 .(18) المنتجة لانزيم البروتز
 تشخيص العزلات 
 الصفات المظهرية 

لونهتتتا وشتتتكل و حجمهتتتا  تناولتتتت التتتتيدرستتتت الصتتتفات المظهريتتتة للمستتتتعمرات الناميتتتة علتتتى وستتتط لتتتوريا الصتتتلب 
ستتاعة بعتتد  48ستتاعة ومتتزارع ذات عمتتر  18بعمتتر  ةكمتتا اجتتري الفحتتص اةهتتري لختتلايا البكتتتريا متتن متتزارع فتيتت  .حافاتهتتا

وجتود او عتدم وجتود الستبور التداخلي، موقتع الستبور التداخلي إن و شتكل الختلايا وعمعاتهتا  تصبيغها بصبغة كترام وملاحظتة
 وجد وشكله.
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 لصفات البايوكيميائيةا
اختيرت المستعمرات البكترية والتي تبين عند الفحص اةهري لشرائ  مصبوغة بصبغة كرام انها ذات ختلايا عصتويه 

البايوكيميائيتتة للتعتترف علتتى صتتفاتها ولتحديتتد جتتن  البكتتتريا  لفحتتوصاجريتتت عليهتتا ا .Bacillusالشتتكل مقاربتتة لجتتن  
 .Berkeley (7) وClaus  في ونوعها اعتماداا على الصفات الواردة

 في انتاج انزيم البروتيز في الوسط السائل الكفؤة  B.stearothermophilusغربلة عزلات 
 .م متع رج مناستب 55 حترارة ستاعة بدرجتة 18ائل وحضتنت لمتدة مللتر وسط لوريا الس   10زرعت العزلات في 
 الرائق بعد ذلك لقياس الفعالية. واستعمل دورة بلدقيقة لمدة عشر دقائق 10000 بسرعة ا ونبذ المزروع البكتيري مركزيا

 قياس الفعالية 
كتتازاين ذي   %1مللتتر متتن محلتتول  1.8متتن راشتت  المزرعتة البكتيريتتة متتع  0.2حتددت الفعاليتتة متتن ختلال متتزج  

مللتتتر متتن  3ة م لمتتدة عشتتر دقتتائق اوقتتف التفاعتتل عنتتد انتهتتاه الوقتتت بضتتاف 55 حتترارة حضتتن بدرجتتة .7 ا هيتتدروجييرقتت
ت ئتتالاحبيتب في حمتام ثلجتتي لمتدة نصتف ستاعة ثم قر  ووضتعت trichloroacetic acid (TCA) متادة %5محلتول 

متن متواد ذائبتة  اا بنها كمية الانزيم التي تنتج مزيج. وتعرف وحدة الفعالية حنومتر 280امتصاصية الراش  عند الطول الموجي 
في ثلاثتتي كلوريتتد حتتامض الخليتتك والتتتي تستتاوي متتايكروغرام واحتتد متتن التايروستتين المنتتتج متتن الكتتازاين في الدقيقتتة الواحتتدة 

 .(5) وتحت ظروف التقدير
 العوامل التغذويةتحديد  في ةالمستخدم العزلة البكتيرية
في هتذن الدراستة. نميتت  Bacillus stearothermophilus SK422يتة المحليتة أستخدمت العزلتة البكتير  
 ساعة واستعمل كمزروع خزين لتلقي  الاوساع السائلة.18 م لمدة 65 حرارة اكار مائل  لوسط لوريا بدرجة العزلة على

 مكررات وأخذ متوسط حسابي للنتائج المستحصلة( ة)نفذت جميع التجارب بثلاث
 Bacillus stearothermophilu SK422 ثرمولايسين من العزلة انتاج انزيم ال
ه عتتروة حقتتل متتن المتتزروع الختتزين بمتتل 7مللتتتر متتن وستتط لتتوريا الستتائل ذي التترقا الهيتتدروجيي  20لقتت  حجتتا  
مللتتر متن  50مللتتر متن المتزروع في تلقتي  1.5 م لمدة ست ستاعات في حمتام متائي هتزاز استتعمل 65 حرارة وحضن بدرجة

 48و 28، 18)مختلفتة  لمتددم في حمتام متائي هتزاز 55حترارة  وحضتن بدرجتة 7وريا الستائل ذي الترقا الهيتدروجيي وسط لت
 دورة/دقيقة واستعمل الرائق في تقدير عدد وحدات الانزيم. 10000نبذ المزروع البكتيري بسرعة  .(ساعة
 المواد المغذية  تأثير

 المواد المغذية النتروجينية 
 -0 بتتينلامثتتل متتن مستتتخلص الخمتتيرة اضتتافة تراكيتتز متدرجتتة متتن مستتتخلص الخمتتيرة تراوحتتت حتتدد التركيتتز ا 

 بإضتتافةبتتين تركيتتز واختتر. وتم تحديتتد التركيتتز الامثتتل متتن التربتتتون  %0.05تربتتتون وبواقتتع  %1الى وستتط استتاس  1.5%
 من مستخلص الخمتيرة وبواقتع  الى وسط اساس احتوى على التركيز الامثل % 2 -0تركيز متدرج من التربتون تراوح بين 

 بين تركيز واخر. 0.05
ولتحديتتد امكانيتتة أستتتبدال التربتتتون بمغتتذيات اختترى تم استتتعمال وستتط استتاس احتتتوى علتتى التركيتتز الامثتتل متتن  

 من مهضوم فول الصويا او البانتون او الببتون. 0.9او  0.6او  0.3مستخلص الخميرة وأضيف اليه تراكيز 



 للبحوث الزراعية  بعوقائع المؤتمر العلمي السا

 61 

 الاملاح اللاعضوية 
 %650مستخلص الخميرة و %0.5) تم تحديد تراكيز الاملاح اللاعضوية في الوسط الزرعي الاساس المعقد 
 %1-0 تراوحت NaClو  SO2(NH4) ،2CaCl، 4MgSO،KCl 4 تركيز متدرج من أملاح بإضافة تربتون(

 .الذي يليه وآخر بين تركيز %0.125بفرق يقدر و 
اكيزها المثلى ومقارنتها مع وسط السيطرة ومع الوسط الحاوي على تم الدمج بين الاملاح اللاعضوية بتر  

انتاج الانزيم. كما تم تحديد تأثير المزيج  فيالاملاح بصورة مفردة وذلك لتحديد تأثير الاملاح بصورة مفردة او بصورة مزيج 
يم اضافة انتاج الانز  في (%0.1 بواقع 4MnSO و %0.001 بواقع 4FeSO، %0.01بواقع  Cl4NH) الملحي
 من %1محلول  أضافة تولتحديد تأثير النظام الدارىه تم .الاساس المعقد منه الى الوسط الزرعي %1تركيز 

4HPO2K وقورنت انتاجيته مع انتاجية الوسط  7.5رقا هيدروجيي  اليعطي وسطاا ذ بصورة تدريجية الى الوسط الزرعي
 .7الزرعي المعقد الاساس ذي الرقا الهيدروجيي 

متن ستكريات  %1ضافة تركيز امن خلال  thermolysinانزيم  انتاج فيضافة بعض السكريات احدد تأثير  
الكلوكتتوز والكتتالكتوز والمتتالتوز والمتتانتول والكلستترول والفركتتتوز واللاكتتتوز والستتكروز و النشتتاه التتذائب الى الوستتط الزرعتتي 

تراكيتتز  إضتتافةنتتزيم متتن ختتلال لااهتتذا أنتتتاج  فيالستتكر الامثتتل . تم تحديتتد تركيتتز 7.5المعقتتد الاستتاس ذي التترقا الهيتتدروجيي 
 . همن السكريات التي أدت الى زيادة في انتاج %1و 0.05، 0.25

مثتل لانتتاج الانتزيم تم دمتج التراكيتز المثلتى متن المتواد المغذيتة المستحصتلة متن ولتحديد توليفة الوسط الغذائي الأ 
 زرعي المعقد  الاساس.التجارب السابقة ومقارنتها مع الوسط ال

 النتائج والمناقشة

 B. stearothermophilusعزل وتشخيص بكتريا 
وعزلتتت  ( تثتتل المنتتاطق التتتي اختتذت منهتتا النمتتاذج1الجتتدول )و  مفتتردة نقيتتة مختلفتتة الشتتكل ةمستتتعمر  55 انتقيتتت

 . المستعمرات البكتيرية منها
 30ستاعة وقتد أمكتن الحصتول علتى  18م لمتدة  65 حترارة تحتت درجتة بشكل مستتقل تنمية العزلات النقية جرى

واظهتتر الفحتتص اةهتتري لشتترائ  مصتتبوغة بصتتبغة كتترام ان الختتلايا  ةالحتترار متتن استتتطاعت النمتتو في مثتتل هتتذن الدرجتتة  ةعزلتت
اسطواني الشكل ادى البعض متن هتذن  Sub terminalاو تحت طرفي  Terminalعصوية الشكل، ذات سبور طرفي 

 (.sporangium swollenلخليه الام )السبورات الى انتفاخ ا
تتتراوح شتتكل المستتتعمرات علتتى وستتط لتتوريا الصتتلب بتتين الشتتكل التتدائري او البيضتتوي ذي حافتتة متعرجتتة وستتط  

اما الشكل الاخر فكان ذا سط  جاف نوعاا متا وحافتات متعرجتة لهتا صتفة الانتشتار علتى ستط   .امل  محدب ولون كرتي
 الاكار.

حيتتث توجتتد  غتتير الاعتياديتتة بيئيتتةالمكونتتة للستتبورات في مختلتتف الظتتروف ال المحبتتة للحتترارةتوجتتد الكائنتتات اةهريتتة 
ب رمتتال الصتتحراه  والحليتتو امكتتن عزلهتتا متتن التتثلج المتستتاقط  التتتي(. dormant spore)الستتبورات بشتتكلها الكتتامن 

 (.14، 7، 1والمناطق الباردة ) من اعماق البحار B.stearothermophilusبكتريا  تعزل وكذلك
 في ذكورةوذلتك اعتمتاداا علتى الصتفات المت B.stearothermophilusعلى انها تعود لنتوع  ةعزل 33شخصت 

Claus وBerkeley (7) تمتلتك م37 حترارة م لاتنمو بدرجة65تنمو بدرجات الحرارة العالية  العزلات انوجد  حيث ،
، والانتدول، لهتا القتدرة acetoin، لا تنتج الاسيتوين لنشااز لها القدرة على استهلاك االقابلية على تخمير الكلوكوز دون غ

عتتزلات  عتتدم قتتدرة كمتتا تم اعتمتتاد صتتفة  .(14علتتى اختتتزال النتتترات وقتتد عتتدت مثتتل هتتذن الصتتفات مثاليتتة لهتتذن البكتتتريا )
 رارة تح وفي درجة على النمو في الارقام الهيدروجينية المنخفضةفي هذا البحث  المحبة للحرارة المعزولة بكترياال
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 المعزولة والمحبة للحرارة Bacillusالمناطق التي اخذت منها نماذج الترب وعزلات : 1 جدول
ارقام  المنطقة المحافظة

عدد  نوع التربة النماذج
 المحبة للحرارة Bacillus عزلات العزلات

 بغداد
 

 الكرادة

2 
 
 
 زراعية

  
4   

19 3 SK 19(1),SK 19(2), SK  19(3) 
20   
32   
   compost  مخلفات عضوية 21

   زراعية 3 الجادرية
31   

 البصرة
5  

 زراعية
2  

8   
9   

الشرطة 
 الخامسة

   زراعية 1
26   

جسر ديالى 
 والتويثه

6 

 
 
 
 
 زراعية

1  
7 2  

12   
13   
14   
15   
16   
17   
44   
24  6  
 SK37(1) 1 حقل ذرة 37
38 2 SK38(1) , SK 38(2) 
42 

 مخلفات عضوية
4 SK42(1) ,SK42(2), SK42(3), SK42(4) 

39 4 SK39(1),SK39(2) 
40 1 SK40 
   رملية 41
   ارض مالحة 43

 سلمان بك
 SK45(1) , SK45(2), SK 45(3), SK 45(6) 6 زراعيه 45
46 5 SK46(1), SK 46(2), SK 46(3), SK 46 (4) 
47    

 25 ابو غريب

 زراعية

  
   10 جميلة
بغداد 
   22 الجديدة

   18 العامرية

ارض قرب 
 نهر دجلة

48    
49   
50  2 SK 50 (1) , sk 50 (2) 
51    
52   

 SK 23 1 زراعية 23 مناطق متفرقة
11    

  30    

 
 الكوفة النجف

33  3  
 SK (1) 34 2 رملية 34
35  1  
36  5  

 
 الموصل

غابت 
 الموصل

27    
28    
29  4  
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Berkeley (7)، Ito (11 )و Claus علتى وذلك اعتمتاداا  B. stearothermophilus  النوع في تشخيص م37
فنمتو البكتتريا يكتون في متدى ضتيق متن الارقتام  غير الحامضتية غذيةالأسبب تلف يحيث عرف عن هذا النوع البكتيري انه 

مما تيزها عن البكتيريا المحبة للحترارة والمستببة لتلتف الاغذيتة الحامضتية التتي تعتود الى النتوع  9-6.5الهيدروجينية يتراوح بين 
B. coagulans  وعتن بكتتريا B. acidocaldarius(19، 11) 4.5ل متن متوان في رقتا هيتدروجيي اقت ين  تتينالل. 

عتتدم القابليتتة علتتى النمتتو في المحتتيط الحامضتتي لتتبعض انتتواع البكتتتريا الى ان التترقا الهيتتدروجيي المتتنخفض للوستتط  وقتتد فستتر
الختتلايا وقابليتتة المتتواد علتتى التتذوبن وترستتيب البروتينتتات بستتبب  جعاليتتات الحيويتتة نتيجتتة لاختتتلال نضتتيعمتتل علتتى تثبتتيط الف
 (.10) لخلايا البكتيريةزيادة الحموضة داخل ا

تبتتاين انتتتاج اانتتزيم متتن قبتتل العتتزلات المشخصتتة حيتتث اعطتتت  thermolysinنتتزيم أبينتتت الغربلتتة النوعيتتة لانتتتاج 
 - 0.8وقد تراوحتت نستبة قطتر الهالتة الى قطتر المستتعمرة متن  thermolysinعشر عزلات انتاجية لا اس بها من انزيم 

تنتتج اكتبر كميتة B.stearothermophilus SK422 ان العزلتة البكتيريتة  (2) (. يتضت  متن الجتدول2جتدول ) 0.4
( الصتتتتتفات التشخيصتتتتتية للعزلتتتتتة 3) هالتتتتتة:قطر مستتتتتتعمرة ويتتتتتدرج جتتتتتدول قطتتتتتر 0.8 زيم حيتتتتتث اعطتتتتتت نستتتتتبةنتتتتتمتتتتن الا

B.stearothermophilus SK422. 
 

 B.stearothermophilus  لعشر عزلات من النوع thermolysinكفاهة انتاج انزيم   :2جدول 
 نسبة قطر الهالة:قطر المستعمرة العزلة البكتيرية

B.stearothermophilus SK422 0.8 
B.stearothermophilus SK451 0.7 

B.stearothermophilus aa6 0.7 

B.stearothermophilus SK391 0.6 

B.stearothermophilus SK461 0.5 

B.stearothermophilus SK432 0.5 

B.stearothermophilus SK193 0.4 

B.stearothermophilus SK40 0.4 

B.stearothermophilus SK191 0.4 
 

عنتتد فحتتص  B.stearothermophilus SK422 ( ترتيتتب وشتتكل ختتلايا العزلتتة1كمتتا يوضتت  شتتكل )
 .بوغة بصبغة كرامشرائ  مص
 

 
  B.stearothermophilus SK422 العزلة فحص مجهري لشرائ  مصبوغة بصبغة كرام توض  فيها خلايا :1 شكل
 SK422  B. stearothermophilusالاختبارات المستخدمة في تشخيص :3جدول 
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 النتيجة الصفة
Catalase + 
Oxidase + 

Anaerobic growth - 
Voges broskaur test - 

PH in VP broth  
<6 + 
>7 - 

Acid from  
D-glucose + 

L-Arabinose + 
D-xylose + 

D- Mannitol + 
Gas from glucose - 

Hydrolysis of  
Gelatin + 
Starch + 

Indol - 
Utilization of citrate - 

Nitrate reduced to nitrite + 
Growth at PH  

6.8 + 
5.7 - 

Growth in Nacl  
2% + 
5% + 
7%  

10%  
Growth at  

5C - 
10C - 
30C - 
40C  
50C + 
55C + 
65C + 

Growth with lysozyme - 
Motility + 

 
 أنتاج الانزيم فيتأثير المواد المغذية 
 المواد النتروجينية

وقتد  .ستاعة حضتن 24متن مستتخلص الخمتيرة وبعتد  %0.5وجد ان اعلى انتاجيتة للانتزيم كانتت عنتد التركيتز  
(. كمتتا وجتتد ان 2شتتكل )اض انتتتاج الانتزيم ادى الى انخفتت %0.5وجتد ان زيادة تراكيتتز مستتتخلص الخمتتيرة او نقصتانها عتتن 

 (.3شكل ) %0.65التركيز الامثل من التربتون هو 
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 متتتتتتتتتتتتتتتتن العزلتتتتتتتتتتتتتتتتة thermolysin انتتتتتتتتتتتتتتتتتاج انتتتتتتتتتتتتتتتتزيم فيتأثتتتتتتتتتتتتتتتتير تركيتتتتتتتتتتتتتتتتز مستتتتتتتتتتتتتتتتتخلص الخمتتتتتتتتتتتتتتتتيرة  :2 شتتتتتتتتتتتتتتتتكل

B.stearothermophilusSK422 
 

0

20

40

60

80

100

120

0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 1.75

رام %( ربتون )غ ركيز الت  ت

/مل(
وحدة

لية )
الفعا

 
 B .stearothermophilusSK422 من العزلة  thermolysinتأثير تركيز التربتون في انتاج انزيم  :3 شكل

 

مهضتوم فتول  %0.3تربتتون المستتخدم في الوستط الاستاس بتركيتز  %0.65وقد وجد أمكانية استبدال تركيتز  
 (.4جدول )الانتاج  فيببتون دون ان يؤثر ذلك  %0.6بنتون و %0.3 ،الصويا

 

 زلةترمولايسين العتتزيم الثتاج انتانت فيلفة تية المختتذية النتروجينتواد المغتالم التير استعمتتأث :4 جدول
B.stearothermophilus SK422 

 (10×فعالية انزيم الثرمولايسين )وحدة /مل 
 ببتون بنتون مهضوم فول الصويا تربتون تركيز المواد النتروجينية

0.3% 80 105 108 90 
0.6% 120 110 100 105 
0.9% 80 75 75 75 

 ساعة( 24ولمدة  م55حرارة  رجةمستخلص خميرة ود 0.5)استعمل وسط 
 

اهتمت العديد من الابحاث بمكوحت الاوساع الزرعية المستعملة في انتاج الانزتات وأيجاد التركيبة المثلى للوسط  
، B.subtilus (15ومن النوع Bacillus   stearothermophilus1503الزرعي التي تحفز انتاج الأنزيم من العزلة

4). 
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 %0.65مستتخلص خمتيرة و %0.5ز ملحية مختلفة الى الوستط الاستاس المعقتد المتكتون متن أضافة تراكي تتم 
متتتن ملحتتتي كلوريتتتد الصتتتوديوم وكلوريتتتد الكالستتتيوم ادى الى زيادة ضتتتئيلة في انتتتتاج  %0.25 تربتتتتون وقتتتد وجتتتد ان أضتتتافة

غنيستتيوم وكبريتتتات الامونيتتوم متتن امتتلاح كبريتتات الم %0.5كمتتا وجتد ان تركيتتز   .الوستط الاستتاس المعقتتدالانتزيم مقارنتتة متتع 
اضتتافة كبريتتتات المغنيستتيوم وكبريتتتات الامونيتتوم الى زيادة الانتتتاج  توكلوريتتد الكالستتيوم هتتو الامثتتل لانتتتاج الانتتزيم حيتتث اد

 (.4 شكل)على التوالي  % 15و40بنسبة 
 الى زيادة متتتن كبريتتتتات الامونيتتتوم %0.5 متتتن كلوريتتتد البوتاستتتيوم و %0.25ادى استتتتعمال خلتتتيط الامتتتلاح  
 (.5جدول ) 10×وحدة/ مل  50 بمقدار thermolysinانتاج انزيم 
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 B.stearothermophilusSK422من العزلة thermolysin تأثيرتركيز الاملاح في انتاج انزيم  :4 شكل

 

 B.stearothermophilus SK422من العزلة   thermolysinانتاج انزيم فيتأثير الاملاح الاعضوية : 5جدول 
 (10×فعالية انزيم الثرمولايسين )وحدة/مل  المعاملة

 اساسوسط 
120 

NH4)2SO4 0.5%) 
145 

NaCl 0.25%+MgSO4 0.5% 130 
NaCl 0.25%+KCl 0.25% 100 
NaCl 0.25%+CaCl 0.5% 90 

NaCl 0.25%+(NH4)2SO4 0.5% 85 
NaCl 0.25% 125 

MgSO4 0.5%+(NH4)2 0.5% 130 
MgSO4 0.5% 160 

KCl 0.25%+(NH4)2SO4 0.5% 170 
KCl 0.25% 130 

CaCl2 0.5%+MgSO4 0.5% 125 
CaCl2 0.5%+(NH4)2SO 0.5% 10 

CaCl2 0.5%+ KCl  0.25% 100 
CaCl 0.5% 130 

0.5%%KCl 0.25%+MgSO4 110 
 .(م55 حرارة ساعة حضن بدرجة 24 ولمدة مستخلص خميرة%0.5تربتون و %0.65 استعمل الوسط الاساس)
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متن ملت  كلوريتد الصتوديوم ادى  %0.5( حيث وجتد ان اضتافة 6) Mathur و Chopra يختلف هذا مع  
 كلوريتدلت   ( وجتدا ان أضتافة م13وجماعته ) Nigam(، 8)وجماعته  Haulon وقد وجد%63زيادة الانتاج  بنسبة  الى

 Pseudomonasوانتزيم بروتيتز متن  B.subtilusالصوديوم أدت الى تثبيط انتاج انزيم مكون خثرة الحليتب المنتتج متن 

aerogenosa  كمتتا تتتوفر   .في الحفتتاع علتتى الانزتتتات متتن المستت  اا مهمتت تعتتد أضتتافة الامتتلاح الى الوستتط الزرعتتي عتتاملاا و
( حيتث ان عتدم وجتود المعتادن الايونيتة في الوستط الزرعتي 6الاملاح جواا مناسباا لتكوين الشكل الثلاثي الطبيعي للبروتتين )

 او معدوم الفعالية. الفعالية صول على انزيم قليليؤدي الى الح
الكلوكوز او اللاكتوز او المالتوز او الفركتوز او الكالكتوز اوالسكروز اوالمتانتول او الكلسترول أدت أضافة سكر  

لأنخفتتاض الى الوستتط الزرعتتي المعقتتد الاستتاس الى انخفتتاض النمتتو وبلتتتالي الى انخفتتاض انتتتاج الانتتزيم نتيجتتة  او النشتتا التتذائب
الزرعتي وستط الاستتعمال متنظا الفوستفات وتمتت المقارنتة متع  7.5الرقا الهيدروجيي الى  تنظياالرقا الهيدروجيي لذلك تم 

انتتاج  في اا مثبطت اا والمتانتول تأثتير  اوقد وجد ان لسكريات السكروز والكلسترول والنشت 7ذي رقا هيدروجيي  المعقد الاساس
الانتتاج حيتث وجتد ان  في. أختلتف تأثتير الستكريات الاخترى ذلك الى تنظتيا الكتب  الايضتي( وقد يعزى 6جدول ) الانزيم
 ستتكر الكتتالكتوز %0.5يليتته  10×وحتتدة/مل  25بمقتتدار ستتكر الكلوكتتوز قتتد ادى الى زيادة الانتتتاج  % 0.25 تركيتتز

 و Chopra دنوهتتتذا يختلتتتف متتتع متتتا وجتتت (.7جتتتدول ) 10×وحتتتدة/مل  20 حيتتتث ازدادت الفعاليتتتة الانزتيتتتة بمقتتتدار
Mathur (6)  كمتا وجتد  الانتزيمحيث اشارت نتائجهما الى ان استخدام السكريات قد ادى الى تثبيط انتاج Benitez 

 Vibrioفي بكتتتريا Hemagglutinin/protease ان استتتخدام ستتكر الكلوكتتوز ادى الى انخفتتاض انتتتاج انتتزيم (3)

cholerae . 
 B. stearothermophilus SK422نزيم الثرمولايسين من العزلة ولتثبيت التوليفة النهائية لوسط انتاج ا

تمت المقارنة بين العوامل المضافة الى اوساع زرعية اساس احتوت على العوامل التغذوية التي اعطت انتاجية اعلى من 
 %0.65يسين هي وسط السيطرة بصورة مفردة او بصورة خلطية وقد وجد ان التوليفة النهائية لوسط انتاج انزيم الثرمولا

من المحلول الملحي %1كلوريد الكالسيوم و  %0.25كبريتات الامونيوم و  %0.5مستخلص خميرة و %0.5تربتون و
طة فوسفات البوتاسيوم القاعدية حيث ارتفعت ابوس 7.5 سكر كلوكوز وتعديل الرقا الهيدروجيي الى %0.25المزيج و

 .وسط السيطرة على % 60نسبة الانتاجية 
 

 B.stearothermophilus SK422من العزلة  thermolysinانتاج انزيم  فيسكر  %1تأثير تركيز  :6 جدول
 (10×)وحدة/مل thermolysinفعالية انزيم  لةالمعام

 110 7ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط *
 150 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط **

 160  7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط  +كلوكوز
 155 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط  +لاكتوز
 160 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط  +مالتوز
 150 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط  +فركتوز
 160 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط  +كالكتوز
 100 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط  +سكروز
 110 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط + مانتول
 115 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط + كلسرول
 100 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساسوسط  +نشاه ذائب

 .(م55ساعة حضن بدرجة  24مستخلص خميرة وبعد %0.5تربتون و %0.65 استعمل الوسط الاساس*)
 .(م55 حرارة درجةساعة حضن ب 24 لمدةو 7.5 ورقا هيدروجيي مستخلص خميرة%0.5تربتون و %0.65 استعمل الوسط الاساس)**
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 B.stearothermophilusمتن العزلتة thermolysinانتتاج انتزيم  فيتأثتير تراكيتز مختلفتة متن الستكريات  :7 جتدول

SK422 
 (10×)وحدة/مل thermolysinفعاليةانزيم تركيز السكر % السكر المضاف الى الوسط الاساس

 140 - 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساس وسط*

 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساس وسط +كلوكوز
0.25 165 
0.5 157 
1 150 

 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساس وسط +كالكتوز
0.25 160 
0.5 155 
1 150 

 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساس وسط +لاكتوز
0.25 150 
0.5 145 
1 140 

 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساس وسط +فركتوز
0.25 155 
0.5 145 
1 140 

 7.5ذي رقا هيدروجيي  اساس وسط +مالتوز
0.25 150 
0.5 145 
1 140 

 .(م55ساعة حضن بدرجة  24وبعد  7.5ورقا هيدروجيي  مستخلص خميرة%0.5تربتون و %0.65 استعمل الوسط الاساس*)
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF THERMOLYSIN 

PRODUCING ISOLATES OF Bacillus stearothermophilus  

FROM IRAQI SOIL AND DETERMINATION  

OF NUTRITION FACTORS 
 

K. A. Al-Khafaji 
 

ABSTRACT 
Bacillus stearothermophilus spores are the most resistant for extreme 

environmente, their spores are abundant in all soil types at hot and cold regions. 

This species produce Thermolysin (extracellular metalloprotease) which 

resist high temperature. The production of thermolysin is affected positively or 

negatively by the addition of some nutrition factors to basal medium. This 

research was conducted to isolate and identify B. stearothermophilus from 

different Iraqi soils and the determination of nutrition factors that affect the 

enzyme production. 

Thirty three thermophilic bacterial isolates identified as B. 

stearothermophilus from twenty five different Iraqi soil samples. 

The production of thermolysin enzyme was screened qualitatively and 

quantitavely and the isolates showed different quantity of enzyme production. 

The isolate designed as B. stearothermophilus SK 422 produced the highest 

amount of thermolysin reached to 900 unit/ ml. 

The complex basal medium contained tryptone and yeast extract was used 

and the ideal concentration of each tryptone and yeast extract for enzyme 

production was determined to be 0.65% and 0.5% respectively. Soytone (soy 

bean digest) or peptone or pantone could replaced the tryptone without any clear 

effect on enzyme production. The effect of some salts concentration was 

determined separately or as mixture and found that the best concentration was 

0.25% for NaCl and KCl, while it was 0.5% for MgSO4, CaCl2 and (NH4)2SO4. 

A mixture of 0.25% KCl, 0.5% (NH4)2SO4 gave higher enzyme production 

compared with using the salts separately. The effect of adding sugars (hexose 

,pentose, polysaccharide, polyole)to the basal medium was studied on the enzyme 

production .The sugars which have positive effect was 0.25% glucose then 0.5% 

galactose. 
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